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Procede de purification de facteur d e stimulation 
de colonies de granulocytes. 
La presente invention concerne un procede de 
purification d'un facteur de stimulation de colonies de 
granulocytes (note G-CSF pour "Granulocyte Colony Stimulating 
Factor") par chromatographie utilisant un stade de 
chromatographie sur hydroxyapatite. 

Parmi les facteurs de stimulation de colonies qui 
regulent la differentiation et la proliferation des cellules 
hematopoIStiques de mammiferes, les facteurs de stimulation 
des colonies de granulocytes ont ete decrits par exemple dans 
la demande de brevet Internationale WO 87/01132 ou la demande 
de brevet europeenne EP169566. 

La preparation de G-CSFs de differentes origines et leur 
purification ont ete decrites dans de nombreuses publications 
scientifiques ou demandes de brevet. Par exemple, la demande 
de brevet europeenne EP 243153 a decrit un procede de 
purification de G-CSF humain a partir de lignees de cellules 
de carcinome de vessie HBT5637 ; la demande de brevet 
D europeenne EP215126 a decrit la purification de G-CSF humain 
recombinant produit dans E. coll. Les procedes decrits ci- 
dessus correspondent a de multiples stades de purification 
dans lesquels la concentration initiale des preparations 
biologiques de depart est generalement obtenue par les 
5 methodes classiques d' ultrafiltration ou de precipitation par 
un sel, suivies de chromatographies liquides en phase inverse 
(note RP-HPLC) successives qui ont 1' inconvenient connu de 
conduire a des pertes de rendement importantes, par exemple 
parce que la proteine est denaturee par les solvants 
0 organiques. Par ailleurs, le brevet americain US 5,055,555 a 
decrit un procede selectif et simplifie de purification de G- 
CSF recombinant humain produit dans une levure a plus grande 
echelle, par precipitation par NaCl precedee d'une 
concentration par chromatographie sur une colonne d'echangeur 
;5 de cations (S Sepharose® ou Mono S®) , mais dont le rendement 
et la purete obtenus ne sont pas mentionnes. 

De plus, quelques utilisations de stades de 
chromatographie, autre que la RP-HPLC, ont ete aussi decrites 
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pour la purification de G-CSFs : 

L'utilisation de Phenyl Sepharose® CL-6B (Pharmacia) a 
ete decrite par N A. Nicola et al . , Journal of Biological 
Chemistry, Vol. 258, p. 9017-9023, 1983 pour la purification 
5 de G-CSF produit naturellement par des cellules leucemiques 
murines. Apres concentration prgliminaire du milieu sur fibre 
creuse et chroma tographie "salting out", le G-CSF a ete 
directement fixe sur la colonne de Phenyl Sepharose®, puis 
elue en utilisant un gradient decroissant de sel, puis un 
10 gradient lineaire d' ethylene glycol. 

L'utilisation d' hydroxyapatite a ete decrite par T. 
Arakawa et al., Archives of Biochemistry and Biophysics, Vol. 
316, p. 285-289, 1995 comme dernier stade de purification de 
G-CSF produit a partir de cellules CHO transf ormees . 
15 L'utilisation de SP Sepharose® Fast Flow (Pharmacia) a 

ete decrite par S-H Kang et al., Biotechnology Letters, Vol. 
17, p. 687-692, 1995 pour la purification de G-CSF produit a 
partir de cellules d'E. coll transf ormees . Apres solubilisa- 
tion des corps d' inclusion et renaturation, le G-CSF a ete 
20 elue en utilisant un gradient de NaCl variant de 0 a 0,5 M. 

L'un des objets de la presente invention est de fournir 
un procede qui permet d'isoler et de purifier des G-CSFs, a 
une grande echelle et avec des rendements eleves, par un 
stade de chroma tographie sur hydroxyapatite a partir 
25 d' echantillons biologiques prealablement concentres et 

enrichis en utilisant une chroma tographie par interaction 
hydrophobe . 

Le procede de 1' invention peut etre utilise par exemple 
comme premier stade de purification d'un G-CSF dans un 
3 0 procede multistade de preparation d'un G-CSF ayant une purete 
permettant une utilisation clinique. 

L' invention a pour objet un procede de purification de 
G-CSF a partir d'un echantillon biologique comprenant les 
stades de 

35 a) reduire le volume de 1 ■ echantillon biologique contenant 
le G-CSF par chromatographie par interaction hydrophobe pour 
obtenir une fraction concentree, dessalee et enrichie, 
b) passer la fraction concentree sur hydroxyapatite dans des 
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conditions ou le G-CSF est faiblement lie pour obtenir une 
fraction concentree, dessalee et enrichie contenant le G-CSF 
et 

c) recueillir le G-CSF. 

5 Le proc£de ci-dessus permet de purifier le G-CSF dans 

des conditions non denaturantes et d' isoler le G-CSF - 
biologiquement actif • 

Le G-CSF purifi£ selon le proc6d6 de 1' invention peut 
§tre tout G-CSF connu ayant un inter§t biologique et 

10 pharmaceutique . Par G-CSF, on inclut un G-CSF produit 
constitutivement par des cellules, par exemple par des 
lignees cellulaires etablies a partir de cellules tumorales 
tel que dScrit par Watson et al., J. Immunol Vol.; .137, 
p. 854-857, 1986, un G-CSF produit par activation du gdne du 

15 G-CSF (note 1 GA-GCSF pour "Gene Activation-GCSF) daiis des 
cellules humaines tel que decrit dans la demande de brevet 
internationale WO 95/31560 ou un G-CSF produit par la 
technologie de l'ADN recombinant par des cellules h6tes. Les 
cellules h6tes peuvent §tre des cellules eucaryotes telles 

20 que des cellules de mammif eres , par exemple des cellules COS 
de singe, des cellules CHO de hamster ou des cellules C127 de 
souris ou telles que des levures, par exemple S. cerevisiae 
ou des cellules procaryotes, par exemple E. coli . Des 
exemples de G-CSF recombinants ont et6 decrits, par exemple 

25 dans la demande de brevet europeenne EP217404 qui decrit un 
G-CSF produit dans des cellules C127 ou dans des cellules 
CHO, dans le brevet US 5,055,555 qui decrit un G-CSF produit 
par S. cerevisiae ou dans la demande de brevet internationale 
WO 87/01132 qui decrit un G-CSF produit dans les cellules COS 

30 ainsi qu'un G-CSF produit dans E. coli. Le proc€de permet de 
purifier aussi bien des G-CSFs glycosyl^s ou non glycosyles . 

L'echantillon biologique a partir duquel le procede de 
1' invention permet de purifier un G-CSF comprend les fluides 
biologiques de cultures cellulaires tels que des lysats de 

35 cellules, des corps d' inclusion ou des surnageants de 
cultures lorsque le G-CSF est excrete. L'echantillon 
biologique utilise pour la purification du G-CSF a ete de 
preference prealablement separ£ des cellules ou des debris 
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cellulaires par les methodes connues de l'homme du metier, 
par exemple par filtration, par centrifugation ou par 
ultrafiltration. 

Par chromatographie par interaction hydrophobe, on 
5 entend une chromatographie sur un support de separation de 
substances sur la base de leurs differences d' interaction 
avec des groupes hydrophobes attaches sur une matrice sans 
groupes ioniques. Le groupe hydrophobe peut-§tre un ligand 
aliphatique, par exemple un groupe butyl e ou octyle ou un 
10 ligand aromatique, par exemple un groupe phenyl e ou un groupe 
phenylbutyl amine et la matrice est en general un gel, par 
exemple de 1' agarose tel que Sepharose®. Les supports 
utilises sont des produits commercialises. Dans tous les 
procedes d ' utilisation de la chromatographie par interaction 

15 hydrophobe, la fixation des prolines au gel hydrophobe est 
realised en presence de hautes concentrations en sels. 
De facon tout a fait inattendue et avantageuse, le prbc£d§ de 
1 ' invention comprend une chromatographie par interaction 
hydrophobe caracterisee par une fixation de la prot^ine a 

20 faible conduct ivite ou a faible teneur en sel, par exemple le 
sulfate d' ammonium ou du NaCl, et permet de reduire le volume 
de l'echantillon biologique initial tout en eliminant les 
sels ainsi qu'un pourcentage eleve" des proteines 
contaminantes . Le procede de 1 1 invention permet done 

25 d'obtenir une fraction concentree, dessalee et enrichie en 
G-CSF non denature qui est ensuite passee sur hydroxyapatite . 

Contrairement a 1 ' utilisation de 1 ' hydroxyapatite comme 
stade final de purification decrite par T. Arakawa et al . , 
1995 ci-dessus, dans lequel le G-CSF est recueilli dans la 

3 0 fraction non fixee sur de 1 ' hydroxyapatite equilibree dans un 
tampon phosphate 10 mM contenant NaCl 0,1 M a pH 7,0, le 
proc£d£ de 1' invention utilise des conditions ou le G-CSF est 
faiblement lie a 1' hydroxyapatite et permet ainsi de 
recueillir une solution concentree et dessalee de G-CSF 

35 purifie. 

L' invention a particulierement pour objet le procede ci- 
dessus dans lequel le G-CSF recueilli a une purete d'au moins 
90 %. 
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L' invention a aussi particulierement pour objet le 
procede ci-dessus dans lequel 1' echantillon biologique est un 
surnageant de culture cellulaire ainsi que le procede dans 
lequel le G-CSF est un G-CSF humain (not€ hG-CSF) . 
5 L' invention a aussi particulierement pour objet le 

procede ci-dessus dans lequel le stade de reduction de volume 
comprend la mise en contact de 1 ' echantillon biologique. sur 
un support de chromatographie par interaction hydrophobe de 
type phenyle dans des conditions permettant la fixation du 
10 G-CSF, puis son elution. 

L' invention a plus particulierement pour objet le 
procede ci-dessus dans lequel le support de type phenyl est 
un Phenyl Sepharose®. 

L' invention a specialement pour objet le procede ci- 
15 dessus dans lequel la fixation sur Phenyl Sepharose® est. 
effectuee dans un tampon ayant une force ionique comprise 
entre 0 et 60 mSi et 1' elution est effectuee par diminution 
de la force ionique ou de la concentration en sel dans le 
tampon de fixation. 
20 L' invention a aussi specialement pour objet le proced£ 

ci-dessus dans lequel la fixation sur Phenyl Sepharose® est 
effectuee dans un tampon contenant du NaCl a une 
concentration comprise entre 0,1 et 1 M. 

L' invention a plus specialement pour objet le procede ci 
25 dessus dans lequel la fixation sur Phenyl Sepharose® est 
effectuee dans un tampon contenant du NaCl a une 
concentration comprise entre 0,1 et 0,5 M et 1 • elution est 
effectuee par de l'eau. 

Des exemples d' utilisation de la chromatographie par 
3 0 interaction hydrophobe sur Phenyl Sepharose® illustrant le 
procede de 1' invention sont decrits plus loin dans la partie 
experimentale . 

L' invention a aussi particulierement pour objet le 
procedg de 1' invention ci-dessus dans lequel le stade de 
35 passage sur hydroxyapatite est effectue dans un tampon de 
force ionique comprise entre 2 et 30 mSi et a un pH compris 
entre 5,5 et 7,5. 

L' invention a plus particulierement pour objet le 



proc^de ci-dessus dans lequel le tampon comprend du phosphate 
a une concentration comprise entre 1 et 10 mM. 

L' invention a aussi plus particulidrement pour objet le 
proc^de ci-dessus dans lequel le tampon est un tampon 
5 phosphate 1 mM et le pH est compris entre 6,0 et 7,5. ; 

Des exemples d' utilisation d' hydroxyapatite a la suite 
d'une chromatographie sur Phenyl Sepharose® illustrant ie 
proc6d€ de 1' invention sont decrits plus loin dans la partie 
exp §r iment ale. 

10 L' invention concerne aussi un proc^de de purification de 

G-CSF pouvant itre inclus dans un proc€de" multistade de 
purification du G-CSF a partir d'un echantillon biologique 
comprenant les stades de 

a) reduire le volume de 1 ' echantillon biologique contenant 
15 le G-CSF par chromatographie par interaction hydrophobe pour 

obtenir une fraction concentred, dessaled et enrichie, 

b) passer la fraction concentred sur hydroxyapatite dans des 
conditions ou le G-CSF est faiblement lie" pour obtenir une 
fraction concentred, dessalee et enrichie contenant le G-CSF 

20 et 

c) recueillir le G-CSF. 

L' invention concerne particuli^rement le proc^de ci- 
dessus dans lequel le procede multistade comprend en outre un 
ou plusieurs stades de chromatographie choisis parmi le 

25 groupe constitue de chromatographie d'echange d'ions, de gel 
filtration, de phase inverse ou d' affinity. 

Des exemples de stades de chromatographie d'echange 
d'ions et de gel filtration illustrant 1 ' utilisation du 
proc^d^ de 1' invention dans un proc<§de multistade de 

3 0 purification de G-CSF sont decrits plus loin dans la partie 
experimentale . 

L' invention concerne aussi un procede pour Sliminer des 
prolines contaminantes a partir d'une solution contenant du 
G-CSF et des proteines contaminantes comprenant : 
35 a) le passage de la solution sur hydroxyapatite par lequel 
les prolines contaminantes sont fixees a 1 1 hydroxyapatite et 
le G-CSF est faiblement lie et 
b) l'elution du G-CSF. 
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L' invention concerne particulierement le precede ci- 
dessus dans lequel 1-elution du G-CSF est effectuee par 
simple lavage avec le tampon de fixation. 

Les proteines contaminantes presentes dans les solutions 
contenant du G-CSF ont ete par exemple ajoutees dans les 
milieux de culture cellulaire. Les proteines ajoutees peuvent 
atre par exemple du serum, tel que du serum de boeuf ou du 
serum foetal de veau, par exemple des proteines de serum 
partiellement purif iees, telles que de 1' albumin* ou de, la 
transferrine ou des melanges de celles-ci. 

Le procede de 1' invention permet d'eliminer ces 
proteines contaminantes par un passage de la solution 
contenant du G-CSF sur hydroxyapatite au cours duquel les 
proteines indesirables sont f ortement f ixees. sur le support 
15 et retenues pendant l'elution du G-CSF. 

L' invention concerne aussi particulierement le procede 
ci-dessus dans lequel la solution contenant le G-CSF est 
preparee par chromatographie par interaction hydrophobe d'un 
echantillon biologique contenant du G-CSF. 

De preference, la chromatographie par interaction 
hydrophobe est realisee sur un support de type phenyle, par 
exemple sur Phenyl Sepharose® comme cela est illustre plus 
loin dans la partie experimental . Le procede de 1' invention 
permet de facon avantageuse d'eliminer ces proteines 
contaminantes au cours du premier stade de purification de G- 
CSF a partir d'un echantillon biologique. 
Methodes analytiques 
1 Dosage de G-CSF par HPLC 

Les fractions recueillies apres chromatographie ont ete 
3 0 analyses par RP-HPLC analytique sur une colonne Vydac C4 

(0,46 x 15), 300A, 5 microns, equilibree dans H 2 0/TFA 0,1 %, 
au debit de 2 ml/mn avec un gradient lineaire 

d-acetonitrile/TFA 0,1 % variant de 40 a 80 % sur 10 minutes, 
et une detection spectrophotometrique a 214 nm. 
35 Le G-CSF est elue a une concentration d' environ 65 % 

d-acetonitrile. La concentration en G-CSF est mesuree par 
rapport a un standard de G-CSF. Une evaluation de la purete 
est mesuree par le rapport de la surface du pic de G-CSF a la 
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surface de 1' ensemble des pics autres que le pic d' injection. 

2. Dosage de G-CSF par ELISA 

La concentration en G-CSF est mesuree en utilisant la trousse 
ELISA de R&D System Inc et le protocole recommande par le 
5 fournisseur. 

3 . SDS-PAGE 

Les echantillons sont analyses sur des gels de 
polyacrylamide pr§ts a l'emploi (Novex) contenant un gradient 
de 10 a 20 % de polyacrylamide et une coloration a 1' argent 
10 en utilisant la trousse Silver staining de Biorad pour un 
dep6t de 50 ng a l^g de G-CSF. 

Les figures ci-annexees illustrent certains aspects de 
1' invention. - 

La figure 1 est un chromatogramme montrant le 
15 fractionnement sur phenyl Sepharose d'un surnageant de 
cellules exprimant GA-GCSF et contenant NaCl 0,1 M. Les 
unites arbitraires representent respectivement la 
conductivity et la densite optique (DO) de 1» effluent de la 
colonne exprimees en pourcentage. 
20 La figure 2 est un chromatogramme montrant le frac- 

tionnement sur phenyl Sepharose d'un surnageant de cellules 
exprimant GA-GCSF et contenant NaCl 0,5 M. Les unites 
arbitraires ont la meme signification qu'a la figure 1. 
La figure 3 est un chromatogramme montrant le 
25 fractionnement de GA-GCSF sur hydroxyapatite MacroPrep® 

ceramic Type I apres phenyl Sepharose. Les unites arbitraires 
ont la meme signification qu'a la figure 1. 

La figure 4 est un chromatogramme de RP-HPLC analytique 
de GA-GCSF apres phenyl Sepharose et hydroxyapatite Type I. 
0 La figure 5 est un chromatogramme montrant le frac- 

tionnement de GA-GCSF sur hydroxyapatite MacroPrep® ceramic 
Type II apres phenyl Sepharose. Les unites arbitraires ont la 
meme signification qu'a la figure 1. 

La figure 6 est un chromatogramme de RP-HPLC analytique 
5 de GA-GCSF apres phenyl Sepharose et hydroxyapatite Type II. 
La figure 7 represente 1' analyse par SDS-PAGE de la 
purification de GA-GCSF successivement dans un surnageant de 
culture filtre (puits 3), un eluat de phenyl Sepharose (puits 
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4), un eluat d'hydroxyapatite (puits 5), un eluat de SP 
Sepharose (puits 6), un concentrat UF (puits 7), un eluat de 
gel filtration en tampon PBS (puits 9), un eluat de gel 
filtration en tampon acetate pH 5,5 (puits 11) avec des 
marqueurs standards de poids moleculaires (puits 1) . La bande 
correspondant au PM apparent du GA-GCSF est indiquee par une 
f llbche . 

Exemple 1 : Concentration d'un echantillon biologique de G- 
CSF par chromatographic sur phenyl Sepharose. 

Le materiel de depart est le surnageant de centrifu- 
gation d'un bouillon de culture de lignees cellulaires 
humaines exprimant un GA-GCSF humain obtenu selon la demande 
de brevet Internationale WO95/31560 dans un bioreacteur a 
fibres creuses Endotronics® dans le milieu DMEM/F12 (Hyclone) 
15 contenant 0,9 % de serum foetal de veau. Apres 

centrifugation, le surnageant a ete conserve a -20°C avant 
utilisation. 

Le surnageant decongele a ete chromatographic sur phenyl 
Sepharose apres addition de NaCl q.s.p. 0,1 M et filtration 

20 sur une membrane Millipore de 0,22 fim, a une temperature 
d* environ 15 a 20°C. 

En utilisant une colonne Pharmacia XK16 (1,6 cm x 40 cm) 
gamie de 50 ml de Phenyl Sepharose® Fast Flow High 
Substitution (Pharmacia ), conservee sous ethanol a 25 4, 

25 puis lavee a l'eau demineralisee Milli-Q avant utilisation, 
puis equilibree par une solution de NaCl 0,1M, la 
concentration par chromatographic sur phenyl Sepharose a ete 
effectuee de la fagon suivante : 

2295 ml de surnageant sale et filtre obtenu ci-dessus 
30 (conductivity 17,7 mS.cm- 1 ) sont appliques sur la colonne 
au debit de 13 ml/mn en recueillant 1' effluent de la colonne 
en fractions de 500 ml. La colonne est ensuite lavee au debit 
de 4 ml/mn avec 220 ml de solution NaCl 0,05 M en recueillant 
1' effluent de la colonne en fractions de 4 0 ml. La colonne 
35 est ensuite eluee au mime d6bit avec 150 ml d'eau 

demineralisee Milli-Q en recueillant 1' effluent de colonne en 
fractions de 2 ml . La colonne est enfin regeneree par un 
lavage au meme debit avec une solution d'uree 8 M. 
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Les proteines totales dans 1 # effluent de la colonne sont 
detectees par absorption a. 2 80 nm et la concentration en sel 
est suivie a l'aide d'un conduct im§t re . La presence dans 
1' effluent de colonne d'un premier pic de prot^ine eluee par 
5 l'eau, puis d'un deuxidme pic de proteine £lu£e par le lavage 
a l'uree est montree a. la figure 1. 

Les fractions recueillies pendant 1 ' elution a l'eau ont 
ete analysees pour leur teneur en G-CSF par chromatographie 
RP-HPLC analytique et par ELISA en utilisant les conditions 
10 d^crites prec^demment . Les fractions contenant le G-CSF 
reunies (40 ml) contiennent 29,3 mg de GA-GCSF titres par 
HPLC correspondant a un rendement de 56 % et une purete de 
58 %. 

La solution de phenyl Sepharose de GA-GCSF ainsi obtenue 

15 a une conductivity de 0,161 mS.cm' 1 . 

Exemple 2 : Chromatographie sur phenyl Sepharose, puis sur 
hydroxyapatite comme premier stade de purification de G-CSF. 

Le materiel de depart est le surnageant d'un bouillon de 
culture de lignees cellulaires humaines exprimant un GA-GCSF 

20 humain obtenu comme a 1' exemple 1 mais en utilisant un 
bioreacteur de 5 litres au lieu d'un bioreacteur 
Endotronics® . Le surnageant decongele a ete chromatographie 
sur phenyl Sepharose apres addition de NaCl qsp 0,5 M et 
filtration sur une membrane Millipore 0,45 /zm. 

25 En utilisant une colonne Pharmacia XK16 garni e de 50 ml 

de Phenyl Sepharose® Fast Flow High Substitution (Pharmacia) 
conservee sous ethanol a 25 %, puis lavee a l'eau demine- 
ralisee Milli-Q avant utilisation, la concentration par 
chromatographie sur phenyl Sepharose a ete effectuee de la 

30 facon suivante : 

1640 ml de surnageant sale" et filtre obtenu ci-dessus 
(conductivite 56,3 mS.cm" 1 ) sont appliques sur la colonne au 
d6bit de 4 ml/mn et 1' effluent de la colonne est recueilli en 
fractions de 400 ml. La colonne est ensuite eluee au meme 

35 debit de 4 ml/mn avec 240 ml de NaCl 0,5M en recueillant 
l'ef fluent de la colonne en fractions de 40 ml. La colonne 
est ensuite £luee au meme debit avec 150 ml d'eau 
demin^ralisee Milli-Q en recueillant 1' effluent de la colonne 
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en fractions de 2 ml . La colonne est enfin regeneree par un 
lavage au meme debit avec une solution d'uree 8M. 

Les proteines totales dans 1' effluent de colonne et la 
concentration en sel sont detect ees comme a 1'exemple 1. La 
5 presence dans 1' effluent de colonne d'un premier pxc de 

proteine eluee par le lavage a 1'eau, puis d'un deuxieme pxc 
de proteine eluee par le lavage a l'uree est montree a la 
figure 2. 

Les fractions recueillies pendant 1- filiation a l'eau ont 
10 ete analysees pour leur teneur en G-CSF par chromatography 
RP-HPLC analytique et par ELISA. Les fractions contenant le 
G-CSF reunies (50 ml) contiennent 45,1 mg de GA-GCSF titres 
par HPLC correspondant a un rendement de 90 % avec une purete 

15 ^ 61 ll' solution de phenyl Sepharose de GA-GCSF ainsi obtenue 
a une conductivity de 4,22 mS.cm-1 qui permet de 1'utxlxser 
telle quelle dans le stade suivant de chromatographie sur 

hydroxyapatite. 

En utilisant une colonne Pharmacia XK16 gamxe de 29 g 

20 d' hydroxyapatite Macro-Prep® Ceramic, Type I (Bio-rad ), 

prealablement mise en suspension dans le tampon phosphate de 
sodium 250 mM a P H 7,3 (tampon 250 mM, P H 7,3), puis 
equilibree par percolation au debit de 5 ml/mn de 500 ml du 
tampon 250 mM dilue au 1/250 (tampon 1 mM, pH 7,3), la 

25 chromatographie sur hydroxyapatite a ete effectuee de la 
facon suivant e : 

24 ml de la solution de phenyl Sepharose de GA-GCSF obtenue 
ci-dessus, puis conservee une nuit a + 2<>c, sont appliques sur 
la colonne d< hydroxyapatite au meme debit. La colonne est 

30 ensuite eluee avec 150 ml du tampon 1 mM, pH 7,3, puxs 

regeneree par un lavage avec le tampon 250 mM, pH 7,3 au meme 
debit en recueillant 1' effluent de colonne en fractxons de 
5ml. Les proteines totales dans 1' effluent de la colonne et 
la concentration en sel sont detectees comme a l-exemple 2. 

35 La presence dans 1' effluent de colonne d'un pxc de 

proteine eluee par le tampon 1 mM, P H 7,3, puis d'un deuxieme 
pic de proteine eluee par le tampon 250 mM, pH 7,3 est 
montree a la figure 3. 
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Les fractions recueillies pendant l'elution par le 
tampon 1 mM, pH 7,3 ont ete analysees par RP-HPLC analytique 
et par ELISA. Les fractions 25 a 49 reunies (25 ml) 
contiennent 21,3 mg de GA-GCSF titres par HPLC correspondant 
5 a un rendement de 98,4 % avec une purete de 97,8 % et donne 
ion pic homog^ne en HPLC (figure 4) . 

Exemple 3 : Chroma tographie sur phenyl Sepharose, puis sur 
hydroxyapatite comme premier stade de purification de G-CSF. 
24 ml de la solution de GA-GCSF de phenyl Sepharose obtenue a 

10 1' exemple 2 ont £te" chromatographics sur une colonne 

d' hydroxyapatite selon les conditions decrites a 1' exemple 2, 
mais en utilisant 1' hydroxyapatite Macro-Prep® Ceramic de 
Type II (Biorad ) au lieu de Type I. 

La presence dans 1' effluent de colonne d'un premier pic 

15 de proteine #luee par le tampon 1 mM, pH 7,3, puis d'un 

deuxieme pic de proteine §lu£e par le tampon 250 mM, pH 7,3 
est montree a la figure 5 . Les fractions recueillies pendant 
l'elution par le tampon 1 mM, pH 7,3 ont £te analysees par 
RP-HPLC analytique et par ELISA. Les fractions reunies (25 

20 ml) contiennent 21,7 mg de GA-GCSF titres par HPLC 

correspondant a un rendement de 100,2 % avec une puret§ de 
94,5 % et donne un pic homogene en HPLC (figure 6) . 
Exemple 4 : Chromatographic sur phenyl Sepharose, puis sur 
hydroxyapatite comme premier stade de purification de G-CSF a 

25 grande echelle. 

Le materiel de depart est un surnageant d'un bouillon de 
culture de lignees cellulaires humaines exprimant un GA-GCSF 
obtenu selon 1' exemple 2 mais en utilisant un bioreacteur de 
100 litres et le milieu sans s£rum de veau. 

30 10,5 litres de surnageant, prealablement concentre par ultra- 
filtration puis conserve a -20 °C avant utilisation et corres- 
pondant a 84 litres de bouillon de depart, ont et6 chromato- 
graphies sur phenyl Sepharose apres addition de 0,307 kg de 
NaCl (qsp 0,5 M) , puis filtration sur papier Durieux N°127. 
35 L' analyse par SDS-PAGE du surnageant de culture filtre ainsi 
obtenu est montree a la figure 7 (puits 3) . 

En utilisant une colonne Pharmacia XK 50/3 0 garnie de 
500 ml de Phenyl Sepharose® Fast Flow High Substitution 
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(Pharmacia) conserve sous ethanol a 25 %, puis equilibree 
avec une solution de NaCl 0,5 M avant utilisation, la 
concentration par chromatographie sur phenyl Sepharose a ete 
effectuee de la facon suivante : 

Le sumageant concentre sale obtenu ci-dessus 
(conductivite 40 mS.cnf 1 ) est applique sur la colonne au 
debit de 40 ml/ran. La colonne est ensuite eluee au meme debit 
successivement avec 1,5 litres de NaCl 0,5M, puis avec 1,5 
litres d'eau Milli-Q en recueillant 1' effluent de la colonne 
en fractions de 20 ml. Les proteines totales et la 
concentration en sels sont detectees comme a l'exemple 1. 

Les fractions correspondant au pic de proteine eluee par 
l'eau ont ete analysees pour leur teneur en G-CSF par 
chromatographie RP-HPLC analytique et par ELISA. Les fractions 
15 contenant le G-CSF reunies (400 ml) contiennent 357 mg de GA- 
CSF titres par HPLC correspondant a un rendement de 67,9 % 
avec une purete de 20,6 %. La solution de phenyl Sepharose^ de 
GA-GCSF ainsi obtenue a une conductivite de 2 mS-cm" 1 a 20°C. 
La solution de phenyl Sepharose a ete aussi analysee par 
20 SDS-PAGE (figure 7, puits 4). Apres stabilisation par 

addition de Pefabloc (0,2 mg/ml) et de benzamidine (ImM) , la 
solution a ete immediatement utilisee pour le stade suivant 
de chromatographie sur hydroxyapatite. 

En utilisant une colonne Pharmacia XK 50/30 garnie de 
25 290 g d' hydroxyapatite Macro-Prep® Ceramic, Type II (Bio-Rad) 
prealablement mise en suspension dans 5 litres de tampon 
phosphate de sodium 1 mM a pH 6 (tampon 1 mM, pH 6) , puis 
gquilibree par percolation de 1 litre de tampon phosphate de 
sodium 250 mM a pH 6 (tampon 250 mM, pH 6) au debit de 
30 50 ml/mn, puis par percolation de 5 litres du tampon 1 mM, 

pH 6 (generant ainsi une colonne de 500 ml d' hydroxyapatite) , 
la chromatographie sur hydroxyapatite a ete effectuee de la 
facon suivante : 

400 ml de la solution de GA-GCSF de phenyl Sepharose 
35 stabilisee obtenue ci-dessus sont appliques sur la colonne 

d' hydroxyapatite au debit de 50 ml/mn. La colonne est ensuite 
eluee avec 1,50 litres du tampon 1 mM, pH 6 en recueillant 
1'ef fluent de colonne en fractions de 50 ml. Les proteines 
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totales ainsi que la conductivity de 1' effluent de colonne 
sont d£ teethes cotnme indiqug a 1 • exemple 1 . 

Les fractions recueillies ont et£ analysees par RP-HPLC 
analytique et par ELISA. Les fractions reunies (400 ml) 
5 contiennent 331 mg de GA-GCSF titres par HPLC correspondant a 
un rendement de chromatographic de 92,5 % avec une purete 
superieure a 90 % estimee par HPLC. 

La solution d'hydroxyapatite ainsi obtenue a €te aussi 
analysed par SDS-PAGE (figure 7, puits 5) . 

10 Exemple 5 : Purification ulterieure de G-CSF aprds 
chromatographie sur hydroxyapatite . 

L' exemple illustre les stades de purification ulterieure 
de G-CSF pouvant §tre utilises apres passage sur hydroxy- 
apatite dans^un procedg multistade de purification. 

15 A partir d'une solution d'hydroxyapatite de GA-GCSF 

humain obtenue selon le proc£d£ de 1 ' invention, un stade de 
chromatographie sur un £changeur de cations, puis un stade de 
chromatographie de gel filtration ont et6 realises de la 
f agon suivante : 

20 1) chromatographie sur echangeur de cations. 

Une colonne Pharmacia XK 26/40 gamie de 170 ml de SP 
Sepharose® Fast Flow (Pharmacia) a et£ equilibree par lavage 
au d£bit de 13,2 ml/mn avec 1,380 litres d'eau Milli-Q, puis 
avec 1,380 litres de tampon acetate de sodium 20 mM a pH 5,3 

25 (tampon 20 mM, pH 5,3) . 

3 90 ml de solution d'hydroxyapatite de GA-GCSF obtenue a 
1' exemple 4 sont appliques sur la colonne de SP Sepharose au 
debit de 13,2 ml/mn. La colonne est ensuite lavee au m§me 
debit avec 414 ml de tampon 20 mM, pH 5,3, puis avec 1 litre 

30 de tampon d'elution correspondant a un gradient de NaCl, 

variant de 0 a 250 mM dans 5 volumes de colonne (850 ml) du 
tampon 20 mM, pH 5,3 sur 52 minutes, en recueillant 
1' effluent de colonne en fractions de 13,2 ml. Par detection 
des proteines totales dans 1' effluent de la colonne par 
5 absorption a 280 nm, 1 " €lution d'un pic de protSine est 
observee. Les fractions recueillies ont £te analysees pour 
leur teneur en G-CSF par chromatographie RP-HPLC analytique 
et par ELISA. Les fractions reunies (237 ml) contiennent 255 
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mg de GA-GCSF titre par HPLC correspondant a un rendement de 
78,8 % et une purete de 98,7 %. 

La solution de SP Sepharose ainsi obtenue a ete aussi 
analysee par SDS-PAGE (figure 7, puits 6). 
2) chromatographic par gel filtration. 

220 ml de la solution de SP Sepharose de GA-GCSF obtenue cx- 
dessus ont ete prealablement concentres environ 10 foxs par 
ultrafiltration dans une cellule Amicon de 300 ml equipee 
d'une membrane PLGC (Millipore) , a + 4<>c et sous une pressxon 
d'azote de 2 bars. Le concentrat UF ainsi obtenu (21 ml)' 
contient 253 mg de GA-GCSF titre par HPLC correspondant a un 
rendement de 107,1 %. Le concentrat UF a ete aussi analyse 
par SDS-PAGE (figure 7, puits 7). 

Le concentrat UF a ete ensuite soumis a un stade de 
chromatographic par gel filtration de la facon suivante : 
Deux colonnes Pharmacia XK 26/40, chacune gamie de 150 ml de 
Superdex™ 200 prep grade (Pharmacia) et equilibree par lavage 
avec 1,35 litres d'eau Milli-Q au debit de.3,3 ml/mn, ont ete 
montees en serie, puis equilibrees avec 2,650 litres de 
tampon PBS (IX) au meme debit. On obtient ainsi 265 ml de 
Superdex™ 200 prep grade en train de deux colonnes. 
10 ml de solution concentree de SP Sepharose de GA-GCSF 
obtenue ci-dessus sont appliques sur le train de colonnes au 
debit de 3,3 ml/mn. Les colonnes sont ensuite lavees au meme 
j debit avec 300 ml de tampon PBS (IX) . Par detection des 
proteines totales dans 1' effluent de la colonne par 
absorption a 280 nm, 1'elution d'un pic de proteine est 
observee. Les fractions recueillies ont ete analysees pour 
leur teneur en G-CSF par chromatographic RP-HPLC analytxque. 
D Les fractions reunies (42,9 ml) contiennent 85,3 mg de GA- 
GCSF titre par HPLC correspondant a un rendement de 70,7 % et 
une purete super ieure a 99 %. 

De la meme fagon, 10 ml de la solution concentree de SP 
Sepharose de GA-GCSF obtenue ci-dessus sont chromatographxes 
par gel filtration dans les conditions indiquees ci-dessus, 
mais en utilisant un tampon acetate de sodium 20 mM, pH 5,5, 
Tween® 20 (0,005 %) au lieu du tampon PBS (IX). Les fractions 
reunies (42,9 ml) contiennent 95,4 mg de GA-GCSF titre par 
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HPLC correspondent & un rendement de 79,1 % et une puret# 
sup£rieure a 99 %. 

La figure 7 montre 1 • analyse par SDS-PAGE de la solution 
de gel filtration obtenue respectivement dans le tampon PBS 
(puits 9) et dans le tampon acetate, pH 5,5 (puits 11). 



REVENDICATIONS 

1) Procede de purification de G-CSF a partir d'un echantillon 
biologique comprenant les stades de 

a) reduire le volume de 1 ' echantillon biologique contenant 
le G-CSF par chromatographie par interaction hydrophobe pour 
obtenir une fraction concentree, dessalee et enrichie, 

b) passer la fraction concentree sur hydroxyapatite dans des 
conditions ou le G-CSF est faiblement lie pour obtenir une 
fraction concentree, dessalee et enrichie contenant le G-CSF 

) et 

c) recueillir le G-CSF. 

2) Procede selon la revendication 1 dans lequel le G-CSF 
recueilli a une purete d'au moins 90 % . 

3) Procede selon la revendication 1 dans lequel 1 • echan- 
5 tillon biologique est un surnageant de culture cellulaire. 

4) Procede selon la revendication 1 dans lequel le G-CSF est 
un G-CSF humain (h G-CSF) . 

5) Procede selon la revendication 1 dans lequel le stade de 
reduction de volume comprend la mise en contact de 

0 I- echantillon biologique sur un support de chromatographie 
par interaction hydrophobe de type phenyle dans des 
conditions permettant la fixation du G-CSF, puis son elution. 

6) Procede selon la revendication 5 dans lequel le support 
de type phenyle est un Phenyl Sepharose® . 

25 7) Procede selon la revendication 6 dans lequel la fixation 
sur Phenyl Sepharose® est effectuee dans un tampon ayant une 
force ionique comprise entre 0 et 60 mSi et 1- elution est 
effectuee par diminution de la force ionique ou de la 
concentration en sel dans le tampon de fixation. 

3 0 8) Procede selon la revendication 6 dans lequel la fixation 
sur Phenyl Sepharose® est effectuee dans un tampon contenant 
du NaCl a une concentration comprise entre 0,1 et 1 M. 

9) Procede selon la revendication 8 dans lequel la fixation 
sur Phenyl Sepharose® est effectuee dans un tampon contenant 

3 5 du NaCl a une concentration comprise entre 0,1 et 0,5 M et 
1' elution est effectuee par de l'eau. 

10) Procede selon la revendication 1 dans lequel le stade de 
passage sur hydroxyapatite est effectue dans un tampon de 
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force ionique comprise entre 2 et 30 mSi et a un pH compris 
entre 5,5 et 7,5. 

11) Procede selon la revendication 10 dans lequel le tampon 
comprend du phosphate a une concentration comprise entre 1 et 

5 10 mM. 

12) Procede selon la revendication 10 dans lequel le tampon 
est un tampon phosphate 1 mM et le pH est compris entre 6,0 
et 7,5. 

13) Procede de purification de G-CSF pouvant etre inclus 

10 dans un procede multistade de purification du G-CSF a partir 
d'un echantillon biologique comprenant les stades de 
a) reduire le volume de 1 ' echantillon biologique contenant 
le G-CSF par chroma tographie par interaction hydrophobe pour 
obtenir une fraction concentree, dessalee et enrichie, - 

15 b) passer la fraction concentree sur hydroxyapatite dans des 
conditions ou le G-CSF est faiblement lie pour obtenir „une 
fraction concentree, dessalee et enrichie contenant le G-CSF 
et 

c) recueillir le G-CSF. 
20 14) Procede selon la revendication 13 dans lequel le procede 

multistade comprend en outre un ou plusieurs stades de 

chromatographie choisis parmi le groupe constitug de 

chromatographie d'echange d'ions, de gel filtration, de phase 

inverse ou d' affinity. 
25 15) Procede pour eliminer des proteines contaminantes a 

partir d'une solution contenant du G-CSF et des proteines 

contaminantes comprenant 

a) le passage de la solution sur hydroxyapatite par lequel 
les proteines contaminantes sont fixees a 1 1 hydroxyapatite et 

30 le G-CSF est faiblement lie et 

b) l'elution du G-CSF. 

16) Procede selon la revendication 15 dans lequel l'elution 
du G-CSF est effectuee par simple lavage avec le tampon de 
fixation. 

35 17) Procede selon la revendication 15 dans lequel la 

solution contenant le G-CSF est preparee par chromatographie 
par interaction hydrophobe d'un echantillon biologique 
contenant du G-CSF. 
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